Implementação de um método de validação do controlo de qualidade em amostras de DNA armazenadas no Biobanco-IMM by Silva, Vanessa Gonçalves
Escola Superior de Saúde Egas Moniz 
 
Mestrado em Biologia Molecular em Saúde 
 
 
 
 
 
Implementação de um método de 
validação do controlo de qualidade em 
amostras de DNA armazenadas no 
Biobanco-IMM 
 
 
Vanessa Gonçalves Silva 
 
 
 Tese de dissertação para a obtenção do grau de Mestre em Biologia 
Molecular em Saúde 
Orientada por Doutora Joana Caetano-Lopes 
 
Março 2014 
 
2 
 
Agradecimentos 
 
" Quem caminha sozinho pode até chegar mais rápido, mas aquele que vai 
acompanhado, com certeza vai mais longe." CLARICE LISPECTOR 
 
Nesta fase da minha vida, que envolveu tantos esforços pessoais e profissionais, não 
poderia deixar de agradecer a todos aqueles que nunca desistiram de mim e nunca me 
deixaram desistir. Desde o ínicio que o desenvolvimento deste trabalho se revelou 
complicado devido às limitações horárias que a minha situação profissional me 
impôs, pelo que tive que contar com apoio e esforço de várias pessoas. Assim, 
agradeço a todos aqueles que vou mencionar o papel fundamental que tiveram e que 
me permitiu realizar este trabalho. 
 
À Doutora Joana-Caetano Lopes, agradeço a orientação e a oportunidade de 
conhecer o Biobanco-IMM. Reconheço com muita gratidão toda a disponibilidade e 
tempo que sempre me dedicou e a confiança que depositou em mim, apesar da 
distância geográfica. Agradeço ainda todo o conhecimento que me transmitiu e pela 
forma simpática com que sempre me tratou, desde o primeiro dia em que me 
recebeu. 
Ao Director do Biobanco-IMM, Professor Doutor João Eurico Fonseca, por permitir 
o desenvolvimento deste trabalho e por toda a simpatia e disponibilidade em todas as 
situações em que foi necessária a sua intervenção. 
À restante equipa do Biobanco-IMM, principalmente à Supervisora Técnica Ângela 
Afonso e Mestre Ana Sofia Zhao, pelo tempo que me dedicaram, mesmo quando era 
menos conveniente, e pelo conhecimento e procedimentos que partilharam comigo 
de forma a ser possível a realização deste projeto. 
Por fim, expresso aqui o meu profundo agradecimento a outras pessoas menos 
envolvidas no trabalho em si, mas sempre as mais importantes para mim. 
Um muito obrigado aos meus avós, a quem tive que retirar uma grande parte do 
tempo que dispendia para estar com eles, mas que sempre reconheceram e 
compreenderam o meu esforço e trabalho ao longo desta etapa. 
3 
 
Aos meus pais e ao meu namorado, pelo apoio e incentivo, tanto nos momentos 
calmos como nos momentos difíceis e de cansaço puro. Muito obrigado por 
acreditarem sempre em mim e nunca me deixarem desistir. 
Aos meus irmãos, por me proporcionarem momentos de pura alegria e diversão que 
me fizeram descontrair e recarregar energias ao longo dos altos e baixos com que me 
deparei. 
Às mestrandas, Marta Batista, pelos momentos bons e maus que partilhámos ao 
longo do mestrado e pelo apoio; e Andreia Casimiro, pela amizade que criámos, pelo 
apoio, ajuda e incentivo que sempre manifestou e que foi tão importante para mim. 
E por fim, aos meus amigos que aceitaram e compreenderam o meu afastamento 
nesta fase mais preenchida mas sempre me dedicaram palavras de força e sempre se 
fizeram presentes da melhor forma possível. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 
 
Resumo 
 
No Biobanco-IMM as amostras são colhidas e armazenadas por longos 
períodos de tempo sendo de extrema importância que estas sejam de elevada 
qualidade. Para cumprir este requisito, os procedimentos do biobanco efetuam-se de 
acordo com diretrizes internacionais para a avaliação da qualidade das amostras que 
armazena.  
No Biobanco-IMM, as amostras de DNA são extraídas e avaliadas em relação à sua 
concentração, pureza (razão A260/A280) e integridade. Por vezes, uma pequena 
percentagem das amostras pode não cumprir estes parâmetros de qualidade e uma 
vez que estas amostras são muitas vezes irrecuperáveis, surge a necessidade de testar 
a funcionalidade do DNA. O PCR é uma técnica largamente utilizada, pelo que 
outros biobancos internacionais, com os quais o Biobanco-IMM mantém estreita 
relação, aplicam esta técnica para complementar o procedimento de controlo de 
qualidade. Assim, este trabalho teve por objetivo implementar um método que 
comprove a funcionalidade das amostras de DNA armazenadas no Biobanco-IMM.  
Foram selecionadas amostras de cinco coleções representativas do Biobanco-IMM e 
amostras que não cumpriam os parâmetros de qualidade atualmente implementados. 
Segundo os resultados, as amostras pertencentes às cinco coleções apresentam boa 
amplificação do gene ACVR2B por PCR. Foi também observado que mesmo as 
amostras que se situavam fora do controlo de qualidade (87,8%) apresentaram 
amplificação, o que sugere que, mesmo que algumas amostras não cumpram os 
parâmetros de controlo de qualidade já aplicado no biobanco, poderão ser utilizadas, 
desde que se revelem funcionais. Segundo estes resultados, sugere-se que a 
adaptação do procedimento de CQ das amostras de DNA passe por acrescentar a 
técnica de PCR quando as amostras traduzam uma razão A260/280 < 1,7 ou > 2,0 
e/ou não apresentem uma banda íntegra em gel de agarose.  
 
Palavras-Chave: Biobanco-IMM; amostras de DNA; Controlo de Qualidade; 
ACVR2B. 
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Abstract 
 
Biobanco-IMM collects and stores human biological samples for long periods 
of time and it is of extreme importance that these samples are of high quality. To 
fulfill this requirement, Biobanco-IMM procedures comply with the international 
guidelines for assessing the quality of the samples stored.  
DNA samples are extracted and evaluated for their concentration, purity ratio 
(A260/A280) and integrity. Sometimes, a small percentage of these samples do not 
satisfy the quality parameters implemented at Biobanco-IMM, therefore it is 
necessary to test the functionality of the DNA in these samples. PCR is a widely used 
technique by other international biobanks, with which the Biobanco-IMM has a close 
colaboration, to complement the procedure of quality control. Thus, the purpose of 
this study was to implement a method that demonstrates the functionality of the DNA 
samples stored at Biobanco-IMM.  
Samples from five representative collections of Biobanco-IMM and samples 
that do not comply with the quality parameters currently implemented were selected. 
According to the results, the samples belonging to the five collections show good 
ACVR2B gene amplification by PCR. It was also observed that even the samples 
that were outside the quality control parameters (87,8%) showed amplification, 
suggesting that even the samples do not fit in the parameters of quality control 
parameters used at this moment may be used in downstream applications, as long as 
it is proved that they are functional. According to these results, it is suggested an 
adjustment of the QC procedure of DNA samples to include the PCR when samples 
show a A260/280 ratio < 1.7 or > 2.0 and / or does not show a band in agarose gel.  
.  
Key-Words: Biobanco-IMM; DNA samples; Quality Control; ACVR2B. 
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1. Introdução 
 
1.1. Biobanco-IMM 
 
É fundamental o desenvolvimento da investigação para o conhecimento dos 
mecanismos etiopatogénicos de várias doenças bem como o desenvolvimento de 
novas terapêuticas, para que seja possível um diagnóstico precoce e um tratamento 
adequado, de forma a minimizar os gastos diretos e indiretos de saúde e melhorar a 
qualidade de vida dos indivíduos. Para que este objetivo seja alcançável, torna-se 
imperativo o acesso facilitado a amostras biológicas humanas. Insere-se neste 
contexto o conceito de biobanco, que não é mais do que um conjunto de amostras 
biológicas associadas em coleções de acordo com características clínicas ou 
biológicas específicas dos dadores tornando-se importantes recursos para o estudo de 
causas e mecanismos de doenças que se encontram disseminadas na população, de 
forma a revelar a interação entre os factores genéticos e não-genéticos que conduzem 
à patologia. (Auray-Blais C. et al, 2006; Walts G., 2007) Nesta estrutura, as amostras 
são colhidas, processadas e armazenadas bem como registados os respetivos dados 
clínicos. A utilidade deste tipo de estruturas reside na diversidade de material 
biológico armazenado e depende da qualidade das amostras. (Biobanco-IMM, 2013). 
O Biobanco-IMM é uma estrutura criada pelo Instituto de Medicina Molecular 
(IMM) com a missão de promover a investigação biomédica. No Biobanco-IMM, as 
amostras estão disponíveis para serem utilizadas por toda a comunidade científica, 
tornando-se um recurso valioso em investigação translacional. Apesar das amostras 
serem colhidas no contexto de projetos de investigação específicos, o material 
biológico e a respetiva informação são inseridos numa base de dados, com vista a 
serem utilizados futuramente noutros projetos (Lim, M. D., 2012).  
Os objetivos do Biobanco-IMM passam por concentrar uma grande variedade 
de amostras biológicas humanas associada a informação clínica relevante e de alta 
qualidade, promover a utilização de um sistema de gestão de amostras baseado em 
critérios éticos e científicos e ainda garantir a qualidade das amostras armazenadas 
com recurso a testes desenvolvidos de acordo com recomendações internacionais. As 
amostras podem ser colhidas da população em geral ou de doentes com historial 
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relevante para determinado projeto, e são organizadas em coleções (Figura 1), que 
são da responsabilidade de investigadores principais. O tipo de amostras existentes 
no Biobanco-IMM inclui sangue, soro, urina, líquido cefalorraquidiano, líquido 
sinovial, ácido desoxirribonucleico (DNA), ácido ribonucleico (RNA) e tecido. 
O Biobanco-IMM é, portanto, um recurso útil que disponibiliza amostras suficientes 
e representativas, utilizadas em diversos projetos, e que colabora com várias 
organizações de saúde e departamentos de investigação biomédica. O Biobanco-
IMM integra ainda a rede europeia de biobancos, o Biobanking and Biomolecular 
Resources Research Infrastructure (BBMRI) (Biobanco-IMM, 2012). 
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Figura  1 Gráfico representativo das coleções que existem atualmente no Biobanco-IMM. 
(Fonte: Biobanco IMM, Centro Académido de Medicina de Lisboa, 2013) 
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A colheita de amostras pelo Biobanco-IMM inicia-se com um acordo entre 
um investigador proponente de um estudo e o biobanco. Neste momento é criada 
uma coleção e inicia-se a colheita de amostras biológicas e respetiva informação 
clinica, quer nas instalações do biobanco, quer noutros locais previamente acordados. 
No momento da colheita, os dadores são dirigidos para uma consulta médica onde 
são informados pelo médico dos procedimentos e objetivos do estudo, e onde é 
recolhida toda a informação relevante. Neste momento o dador assina um 
consentimento informado (Anexo I), autorizando a colheita e armazenamento de uma 
amostra biológica e respetiva informação clinica para fins de investigação biomédica. 
Este documento comprova ainda que os indivíduos conhecem e concordam com os 
princípios e propósitos do Biobanco-IMM. A doação da amostra é voluntária e 
revogável, sendo que o dador tem o direito de retirar a amostra e/ou interromper a 
colaboração, sendo que nestas situações a amostra e informação associada é 
imediatamente destruída. (Biobanco-IMM, 2013) 
O Biobanco-IMM desenvolveu um grande esforço no sentido de proteger a 
privacidade dos dadores. Desta forma, após a colheita é atribuído um código ao 
dador e a identificação do indivíduo é guardada numa base de dados de acesso 
restrito. A informação clínica colhida é então introduzida numa base de dados. 
 Figura  2 Esquema representativo do fluxo de amostras no Biobanco-IMM, desde o questionário 
clinico ao armazenamento da amostra nas instalações do biobanco. (Fonte: Biobanco IMM, Centro 
Académido de Medicina de Lisboa,  2013) 
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Após a colheita, as amostras são processadas de acordo com o tipo de amostra 
colhido e a sua finalidade (Figura 2). De forma a padronizar este processo, foram 
escritos procedimentos operacionais (SOPs) que são rigorosamente seguidos por 
todos os elementos da equipa. Nas SOPs estão descritos os procedimentos que devem 
ser seguidos para a realização da colheita, processamento e armazenamento das 
amostras. Quando a amostra chega ao laboratório é-lhe atribuído um código e esta é 
introduzida no sistema informático do Biobanco-IMM, o Laboratory Information 
Management System (LIMS), que permite ligação entre o código do dador e o código 
da amostra. As amostras são preservadas a temperaturas de -80ºC e/ou  -196ºC, de 
acordo com as especificações descritas nas SOPs, e o local específico de 
armazenamento é gravado no LIMS (Biobanco-IMM, 2012). 
A partir da colheita de cada dador é possível obter amostras de diferentes tipos 
(Figura 3), de acordo com a necessidade de cada coleção. Atualmente, no Biobanco-
IMM as amostras são predominantemente de soro (57%), seguido de sangue total 
(22%) e, por fim, DNA (10%).  
 
 
Figura  3 Diferentes tipos de amostras armazenadas atualmente no Biobanco-IMM (Fonte: Biobanco-
IMM, Centro Académido de Medicina de Lisboa, 2013) 
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1.1.1. Aspetos Éticos e Legais 
 
É essencial que toda a investigação que envolva seres humanos seja 
conduzida com integridade e de acordo com os mais elevados padrões éticos 
(Chalmers, D.,2011), respeitando a dignidade humana, os direitos humanos e a 
liberdade fundamental, como descrito na Declaração Universal de Bioética e Direitos 
Humanos (UNESCO, 2005). 
Segundo a declaração Internacional de dados de genética humana, elaborada em 
2003 pela UNESCO, os dados genéticos podem conter informação de relevância 
desconhecida no momento da colheita e a referida informação pode ser importante 
para os indivíduos ou para a comunidade. Este documento estabelece, também, os 
procedimentos éticos e legais a adoptar no caso da colheita de amostras, tais como 
um consentimento escrito, informado, prévio e livre do dador. (UNESCO, 2004; 
Directive 2001/20/EC of the European Parliament and of the Council of 4 April 
2001).
 
Contudo, e como se pretende que o biobanco seja um centro de amostras que 
têm como finalidade servir vários e diferentes projetos, o consentimento deverá ser 
suficientemente abrangente de forma a garantir a permissão do dador em estudos 
futuros, mas sem colocar em risco os seus direitos, especialmente o direito a 
abandonar o estudo (Walts G, 2007; Elger e Caplan, 2006). Desta forma, para que 
este consentimento geral seja aceite, pressupõe-se que duas condições são cumpridas: 
o projeto deverá ter a aprovação de uma Comissão de Ética e o dador mantém o 
direito de remover as suas amostras do estudo no momento em que o deseje fazê-lo 
(UNESCO, 2004; Recommendation Rec(2006)4 of the Committee of Ministers on 
Member States on Research on Biological Materials of Human Origin.Council of 
Europe. 2006; Elger e Caplan, 2006). 
Tendo em conta que de um indivíduo podem ser extraídos vários tipos de dados e 
que importa relacionar os dados entre si, mas mantendo sempre a proteção do 
indivíduo, é sugerida a codificação das amostras de forma a impedir a identificação 
do dador durante o tratamento das amostras e dados (Auray-Blais e Patenaude, 
2006). Contudo, a relação entre os dados do dador e a amostra será sempre mantida 
através do código atribuído à amostra e portanto protegido por anonimato durante 
todos os passos da investigação. Para que os poderes do dador sobre os seus dados se 
mantenham, este retém o direito de abandonar a investigação com garantia de que o 
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seu material biológico será destruído de forma apropriada (Decreto-Lei nº12/2005 de 
26 de Janeiro de 2005 (Anexo II); Uranga AM. et al, 2005). 
Do ponto de vista legal, a natureza do material biológico é diferente dos dados que 
transporta, uma vez que a amostra é parte do corpo humano. O direito à integridade 
pessoal inclui o respeito pelas peças anatómicas, mesmo quando estas são removidas 
do corpo e enquanto é possível a identificação da sua origem; assim, o consentimento 
informado é o instrumento através do qual a utilização destas amostras é permitida de 
forma a garantir o respeito e proteção pelo material. Este documento é uma peça 
fundamental no biobanco, tanto do ponto de vista ético como legislativo, uma vez 
que abrange os direitos do dador para proteger os seus dados pessoais e serve os 
interesses da comunidade científica (Uranga AM. et al, 2005). No caso da existência 
de amostras biológicas anónimas cuja relação com o dador é impossível de 
restabelecer, estas podem ser utilizadas sem um consentimento prévio (Decreto-Lei 
nº12/2005 de 26 de Janeiro de 2005; Kegley JA., 2004).
 
No Biobanco-IMM, a colheita e armazenamento de amostras com vista a 
investigação científica, está autorizada por parte da Comissão de Ética do Centro 
Hospitalar Lisboa Norte – Hospital de Santa Maria (aprovação de 17 de Setembro de 
2008), bem como o tratamento de dados clínicos associados às amostras pela 
Comissão Nacional de Proteção de Dados (autorização número 7435/2011, de Julho 
de 2011) (Biobanco-IMM, 2012). 
A utilização das amostras residentes no Biobanco-IMM pelos investigadores está 
também sujeita à avaliação por parte da Comissão Científica do Biobanco-IMM e do 
parecer de uma comissão de ética, garantindo o cumprimento das normas éticas 
aceites nacional e internacionalmente para o uso de material biológico para fins de 
investigação (Biobanco-IMM, 2012). 
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1.2. Amostras de DNA 
    
A extração de DNA a partir de sangue total é considerada o gold standard 
para aplicação de técnicas de Biologia Molecular, pois permite a obtenção de DNA 
genómico, essencial para fins experimentais em estudos humanos, e a sua obtenção é 
rotineira, rápida e minimamente invasiva (Paltiel, L., 2012; Chacon-Cortes, D., 2012; 
Lim, M. D., 2012).  
O DNA é uma macromolécula presente no núcleo das células que constituí o 
material genético dos organismos. A sua estrutura tridimensional consiste em duas 
cadeias em forma de hélice enroladas em torno de um eixo comum, formando uma 
dupla hélice. Cada cadeia de DNA é composta por monómeros chamados 
nucleótidos, formados por um açúcar (2'-desoxirribose), um ou mais grupos fosfato 
ligados ao carbono 5' do açúcar e uma base orgânica. Os nucleótidos presentes no 
DNA podem ser Adenina (A), Guanina (G), Timina (T) e Citosina (C), que se ligam 
para formar uma cadeia de DNA, onde as partes básicas se projetam para o interior 
da hélice. O esqueleto de cada hélice é formado pelas ligações longitudinais entre o 
açúcar de um nucleótido e o fosfato do nucleótido seguinte. Por sua vez, as bases de 
uma hélice emparelham de modo complementar com as bases de outra hélice, de 
modo a que em frente de uma A fica sempre uma T e em frente de uma C fica sempre 
uma G. As bases ligam-se através de pontes de hidrogénio, sendo duas entre A e T e 
três entre C e G. 
A informação genética que o DNA carrega reside na sua sequência de nucleótidos. 
Segmentos específicos de DNA, os genes, definem a estrutura biológica e mantêm 
integra a função celular uma vez que muitos deles contêm “instruções” para formar 
todas as proteínas de um organismo e, portanto, as células e tecidos do mesmo. 
Desta forma, qualquer alteração na informação genética pode traduzir-se no 
funcionamento anormal de um órgão ou tecido, originando doença ou suscetibilidade 
para determinados acontecimentos (Lodish H. et al, 2008; Pierce B. et al, 2008). 
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1.3. Controlo de Qualidade das amostras de DNA 
 
 
O material biológico que reside no Biobanco-IMM é uma ferramenta 
importante na investigação e é de extrema importância minimizar variações para 
fornecer aos investigadores amostras que permitam obter resultados fiáveis e 
reprodutíveis. Apesar dos procedimentos padronizados, as condições de colheita 
podem alterar significativamente as amostras e influenciar os resultados 
experimentais e a reprodutibilidade científica. (Moore, H. M., 2011). Os estudos que 
utilizam amostras residentes em biobancos dependem da qualidade tanto das 
amostras como dos dados associados. Assim, é essencial que todo o manuseamento 
seja efetuado com recurso a protocolos de controlo de qualidade (CQ) desenvolvidos 
de acordo com recomendações internacionais, garantindo que se encontram nas 
condições ideais. (Carter, A., 2011; Paltiel, L., 2012). Outro aspeto especialmente 
importante está relacionado com a interação com outras organizações, nacionais e 
internacionais, no que diz respeito à partilha de amostras, surgindo a necessidade de 
assegurar que as amostras utilizadas em projetos de colaboração passam por etapas 
pré-analíticas semelhantes. (Kiehntopf, M., 2011).  
Os métodos atuais de avaliação de qualidade de ácidos nucleicos no 
Biobanco-IMM incluem a espectrofotometria ultravioleta (UV), usando o 
Nanodrop-1000 (Thermo Scientific, EUA), de forma a determinar a concentração de 
DNA (ug/ul) e a razão A260/280, indicando o grau de pureza do DNA isolado. Após 
este passo, as amostras que obedeçam aos critérios de qualidade são sujeitas a 
eletroforese em gel de agarose, permitindo avaliar a sua integridade. As amostras 
com qualidade são aquelas com concentrações acima de 10ng/μl, razão A260/280 
entre 1,7 e 2,0 e bandas definidas no gel. De acordo com estes critérios, os dados dos 
primeiros dois anos de Biobanco-IMM indicam que apenas 4,6% das amostras de 
DNA não respeitaram o controle de qualidade. Apesar desta avaliação analítica das 
amostras, surge a necessidade de uma avaliação da funcionalidade do DNA para 
validar e completar o procedimento de controlo de qualidade, garantindo que as 
amostras que residem no Biobanco-IMM são viáveis e estão nas condições ótimas 
para serem utilizadas em técnicas de Biologia Molecular (Paltiel, L. 2012; Wahlberg, 
K. 2012). 
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A interação do Biobanco-IMM com outras estruturas semelhantes permite a 
melhoria de procedimentos de forma a elevar a qualidade das amostras armazenadas. 
Para completar as diretrizes de controlo de qualidade, o Biobanco-IMM focou o seu 
interesse sobre o protocolo de avaliação de qualidade das amostras de DNA do 
Banco Nacional de ADN Espanhol, um dos maiores biobancos de DNA da Europa e 
do Mundo, com o qual foi estabelecida uma estreita colaboração. Neste biobanco, o 
controlo de qualidade passa pela mesma avaliação do grau de pureza e integridade 
das amostras de DNA, mas é também efetuada a análise da funcionalidade das 
amostras, validando o procedimento de controlo de qualidade, através da 
amplificação de 4 genes. No sentido de adaptar este protocolo à realidade do 
Biobanco-IMM, foram pesquisados os genes amplificados pelo biobanco espanhol e 
a seleção do gene a testar no presente estudo incidiu sobre o gene do recetor IIB da 
activina (ACVR2B), uma vez que é um gene presente em toda a população devido às 
funções que desempenha e, dos 4 genes presentes no protocolo espanhol, é o que está 
menos associado a patologias e permite desenhar um protocolo reprodutível.   
 
 
1.3.1. Gene ACVR2B 
 
 
As activinas são proteínas que pertencem à superfamília de sinalização do 
Transforming Growth Factor-β (TGF-β) e que participam em vários processos 
biológicos como a síntese e secreção da hormona folículo-estimulante (FSH), 
eritropoiese, função dos ilhéus pancreáticos e inflamação, além da sua função direta 
no ovário e testículo (Xia, Y., 2009; Tuchida, K. et al, 2008). 
As vias de sinalização do TGF-β são centrais para os processos que controlam o 
crescimento, a diferenciação e o destino das células. A função de sinalização das 
activinas é mediada pela formação de um complexo com recetores transmembranares 
(ACVR), que podem ser do tipo I ou do tipo II. Os recetores do tipo I são essenciais 
para a transdução de sinal, e os recetores do tipo II são necessários para a ligação dos 
ligandos e para a expressão de recetores tipo I. A sinalização através de recetores 
TGF-β envolve a ligação de um ligando extracelular a um recetor de tipo II. (Figura 
4). O complexo recetor-ligando fosforila um recetor do tipo I, que por sua vez inicia 
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a cascata de sinalização intracelular por fosforilação das proteínas Smad2 e Smad3. 
Após a fosforilação, estas proteínas formam um complexo com a Smad4, que por sua 
vez se transloca para o núcleo, onde se liga ao DNA e, finalmente, modula 
transcrição de vários genes alvo. (Han, S. 2007; Funkenstein, B. 2012; Abe, Y. 
2004).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O recetor de tipo II tem dois homólogos, ACVR-II e ACVR-IIB, sendo que 
este último tem uma afinidade para o ligando 3 a 4 vezes superior do que os recetores 
tipo II (Figura 5). 
O recetor do tipo IIB da Activina (ACVR2B) é membro de uma família de 
recetores de sinalização que se ligam e são ativados por várias citocinas da família do 
Figura  4 Mecanismo intracelular de sinalização da activina. (Adaptado de Abe, Y. et al.2004).  
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TGF-β. O gene que codifica para o ACVR2B possui o mesmo nome e é composto 
por 11 exões, abrangendo cerca de 30 Kb de DNA genómico. A sua localização 
encontra-se no braço curto do cromossoma 3 e dá origem a uma proteína com 512 
aminoácidos. (http://www.uniprot.org/uniprot/Q13705; Ishikawa, S. et al. 1998). 
Estão relatadas semelhanças entre os genes ACVR2B de várias espécies, sugerindo 
uma relação evolucionária e que este é um gene conservado entre espécies (Figura 
6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  5 Esquema da estrutura dos recetores da activina (Adaptado de Tsuchida, et al, 2008).  
 
Figura  6  Resultado da homologia do gene ACVR2B na base de dados National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) 
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2. Objetivo 
 
 
Apesar de existir uma avaliação de qualidade das amostras de DNA residentes no 
Biobanco-IMM, impõe-se a necessidade de implementar de um método que valide e 
complemente este procedimento de controlo de qualidade.  
A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica molecular de base na 
investigação científica, que é bem conhecida e validada. Neste sentido, o objetivo 
deste trabalho é implementar um método que comprove a funcionalidade das 
amostras de DNA armazenadas, utilizando a técnica PCR para amplificação do gene 
ACVR2B e, posteriormente, estabelecer o protocolo de controlo de qualidade interno 
no Biobanco-IMM. 
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3. Materiais e Métodos 
 
 
3.1 Material Biológico 
 
 
Para a realização deste estudo foram selecionadas amostras de DNA extraído a 
partir de sangue periférico e armazenadas a -80ºC no Biobanco-IMM.  
Para a amplificação por PCR do gene ACVR2B, foram testadas 241 amostras, das 
quais 200 pertenciam a cinco coleções diferentes (controlos, neurotumores, artrite 
reumatoide, fibrose cística e cardiologia) e 41 encontravam-se fora de, pelo menos, 
um dos parâmetros de controlo de qualidade. 
 
 
3.2 Métodos 
 
3.2.1. Extração de DNA 
 
A extração de DNA é o passo inicial dos procedimentos laboratoriais em 
estruturas como o Biobanco-IMM, e tem por objetivo obter DNA genómico de 
elevada qualidade e de concentração apropriada a partir de uma amostra biológica 
(Chacon-Cortes, D. 2012; Boesenberg-Smith, K. 2012) Este procedimento inicia-se 
com a libertação do material genético de sua fonte (fluido, tecido ou microrganismo), 
seguida da estabilização dos ácidos nucleicos, remoção de inibidores de amplificação 
e por último concentração do DNA num volume útil de solução aquosa compatível 
com as aplicações seguintes. A seleção de um método de extração deve basear-se em 
diversos aspetos como a pureza da amostra de ácidos nucleicos obtida, 
manuseamento, a relação custo-eficácia do procedimento ou a sua duração, podendo 
este passo ser realizado manualmente, com recurso a kits comerciais ou 
automaticamente. No Biobanco-IMM, a extração de DNA é automática, utilizando o 
QIACube (Qiagen, Alemanha) associado a kits de extração em coluna (Figura 7). 
 
 
23 
 
Estes kits fornecem métodos rápidos e fáceis para purificação de DNA a partir de 
diversos produtos como sangue total, plasma, soro, buffy coat, medula óssea e outros 
fluidos corporais, linfócitos, células de cultura, tecidos e amostras forenses. Os 
procedimentos envolvidos podem ser totalmente automatizados no QIAcube, 
aumentando a padronização e facilidade de uso, e são ideais para o processamento de 
várias amostras em simultâneo, produzindo DNA puro, pronto para amplificação 
direta. O procedimento QIAamp é adequado para utilização de sangue total fresco ou 
congelado, de sangue que tenha sido colhido em tubos com citrato, heparina ou 
EDTA.  
O DNA é eluído em tampão ou água, permitindo a utilização direta em PCR ou 
outras metodologias. No Biobanco-IMM as amostras são congeladas de forma 
faseada, inicialmente a -20ºC e depois são armazenadas a -80ºC onde o DNA se 
mantem estável por mais tempo. 
 
 
Figura  7 Instrumento QIACube da Qiagen. Vista dos compartimentos onde se processa a extração 
automática do DNA . 
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O DNA foi extraído com recurso ao kit QIAamp DNA Blood Mini (Qiagen, 
Alemanha). Brevemente, adiciona-se proteinase K a 200 µl de sangue total e tampão 
de lise. Neste passo ocorre a lise celular e degradação de proteínas e restos 
membranares. Este tampão contém elevadas concentrações de sais (tiocianato de 
guanidina e isotiocianato de guanidina), que promovem a adsorção do DNA à 
membrana de sílica. Os passos seguintes incluem lavagem da membrana. As 
condições de pH e condições salinas asseguram que proteínas e outros contaminantes 
não são retidos na membrana de forma a eluir DNA em elevada concentração e bom 
grau de pureza (Figura 8) (Handbook Qiagen, 2012; Boesenberg-Smith, K. 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  8 Esquema geral do procedimento de extração de DNA (Adaptado de 
Handbook Qiagen, 2012) 
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 Por norma, uma amostra de 200µl de sangue total dá origem a 3–12 µg de DNA 
com uma razão de A260/A280 no intervalo 1,7–1,9 (Handbook Qiagen, 2012). 
 
 
3.2.2. Quantificação e grau de pureza do DNA 
 
Após extração de DNA, é importante a determinação da concentração e da pureza 
das amostra.  
Para a quantificação de ácidos nucleicos, o método standard é a 
espectrofotometria. Nesta metodologia, a amostra de DNA é exposta a luz UV num 
comprimento de onda de 260nm e um foto-detetor mede a luz que atravessa a 
amostra. Quanto mais luz for absorvida, maior é a concentração de ácidos nucleicos 
na amostra. A lei de Lambert-Beer permite-nos relacionar a quantidade de luz 
absorvida com a concentração da molécula que a absorve. A um comprimento de 
onda de 260nm o coeficiente de extinção do DNA de cadeia dupla é 0.020 (μg/ml)-1 
cm
-1
. Assim, uma densidade ótica de 1 corresponde à concentração de 50ng/ml de 
DNA em cadeia dupla. 
O Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, EUA) quantifica o DNA de cadeia dupla 
de acordo com a lei de Lambert-Beer: 
 
  
       
 
 
 
Onde c é a concentração de DNA em ng/μl, Abs a absorvância, ε o coeficiente de 
extinção do DNA e b a altura da coluna criada no espectofotrómetro (1cm). 
 
É ainda importante medir a absorvância a 230nm e a 280nm uma vez que é 
comum as amostras de ácidos nucleicos estarem contaminadas com outras moléculas. 
Assim, ácidos nucleicos apresentam uma absorvância máxima a um comprimento de 
onda de 260nm, enquanto que as proteínas absorvem luz a 280nm e outros 
contaminantes orgânicos a 230nm. Com base nestas leituras, é calculada a razão 
A260/A280 é para indicar a pureza das amostras de DNA. O DNA puro deverá 
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apresentar uma razão A260/A280 que se situa entre 1,7 e 2,0 (Thermo Scientific, 
2010). 
Após a extração de DNA foi determinada a concentração e razão A260/A280 das 
amostras utilizando o Nanodrop 1000. A tecnologia deste aparelho segue um 
princípio semelhante à espectrofotometria convencional mas confere outras 
capacidades adicionais. O uso de uma pequena quantidade de amostra é a grande 
vantagem do instrumento, que requer apenas 1 a 2 µl de amostra. A amostra é retida 
entre duas fibras óticas que medem a absorvância de UV da amostra Para além de 
calcular a concentração da amostra e a sua razão A260/A280, este equipamento é 
acompanhado de um software que permite observar o espectro de absorvância da 
amostra em forma de gráfico permitindo que contaminações sejam detetadas mais 
facilmente com base no seu espectro de absorvância. (Boesenberg-Smith, K. 2012). 
Uma vantagem adicional do NanoDrop 1000 é o ciclo curto de medição do 
instrumento e facilidade geral de utilização aumenta grandemente a velocidade à qual 
as amostras podem ser processadas, o que torna possível a implementação de várias 
verificações de controlo de qualidade de amostras de ácidos nucleicos de forma 
rápida e fácil ao longo de um procedimento (Thermo Scientific, 2010). 
 
 
3.2.3. Eletroforese em gel de agarose para avaliação da integridade 
do DNA 
 
A eletroforese é um método usado em biologia molecular para separar 
macromoléculas tais como proteínas ou ácidos nucleicos, baseado em propriedades 
físicas como o tamanho, forma e carga elétrica. 
Na separação de DNA, é utilizada a eletroforese em gel de agarose que é 
sujeita à passagem de corrente elétrica. Devido aos grupos fosfatos dos nucleótidos, 
o DNA é carregado negativamente, migrando entre a malha de agarose para o polo 
positivo. O gel de agarose atua como um filtro seletivo para DNA de diferentes 
tamanhos moleculares, separando-os em bandas específicas à medida que o material 
genético se move de um elétrodo para outro. Assim, moléculas pequenas de DNA 
migram mais rapidamente que as maiores e a distância percorrida depende do seu 
tamanho. O DNA migrado é visualizado adicionando um agente intercalante 
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(tipicamente brometo de etídio ou semelhante) que é detetado quando irradiado com 
luz UV. O tamanho do fragmento gerado pode ser estimado por comparação com a 
mobilidade eletroforética (distância percorrida através do gel por unidade de tempo) 
de uma amostra de DNA com tamanhos conhecidos (Vinod, K.K., 2004; Lee. P, et al, 
2012). 
No caso do controlo de qualidade após extração, DNA de alto peso molecular íntegro 
surgirá como uma banda bem definida correspondente a um tamanho acima de 12kb, 
enquanto que o aparecimento de arrastamento indicará degradação do material 
genético. (Vinod, K K., 2004).  
Na avaliação da integridade do DNA, foi preparado um gel de agarose a 1% 
(p/v) em Tris/Borato/EDTA (TBE) (Anexo III) a 1x e adicionados 5µl de GelRed 
(Biotium, EUA), para atingir uma concentração de 0,25x no gel. Foram aplicados 8µl 
de Orange Loading Dye (Thermo Scientific, EUA) 1x, com 2µl de DNA em cada 
poço e usado o 1kb Plus DNA Ladder  (Invitrogen, EUA)  como marcador de peso 
molecular (Anexo IV). Foi então aplicada uma corrente de 120 volts durante 20 
minutos e após este tempo, o gel foi exposto à luz UV para detetar as bandas de 
DNA.  
 
 
3.2.4. PCR 
 
O PCR permite que fragmentos de DNA sejam amplificados de forma 
específica e exponencial em poucas horas. A base desta técnica consiste na replicação 
do DNA, catalizada pela DNA polimerase (Figura 9). Para que a DNA polimerase 
inicie o processo de replicação são utilizados dois pequenos fragmentos de DNA (18-
28 nucleótidos), designados por primers, complementares à sequencia-alvo. Outros 
componentes necessários à reação são os nucleótidos (substrato da polimerase) e sais 
para permitir a ação da enzima. (Pelt-Verkuil, E. et al, 2008; Lodish, H. et al, 2008; 
Pierce, B. et al, 2008). Uma reação típica inclui 3 passos: 
 
 Desnaturação: fase em que ocorre a separação da dupla cadeia de DNA. 
 Annealing: os primers ligam-se à sequencia de DNA-alvo complementar. A 
temperatura utilizada neste passo é determinada pela temperatura de melting (Tm, 
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definida como a temperatura de dissociação entre o primer e o molde) dos dois 
primers. 
 Elongação: a DNA polimerase produz uma cópia das cadeias alvo de DNA. 
 
 
 
Figura  9 Reacção em cadeia da Polimerase (PCR): a PCR permite a amplificação de fragmentos de 
DNA, tendo como base a replicação do DNA, catalizada pela enzima DNA polimerase, e que se 
divide em 3 passos: 1- ocorre a separação da dupla cadeia de DNA pelo aumento da temperatura 
(cerca de 90ºC); 2- os primers se ligam à sequência complementar alvo quando a reação atinge a 
temperatura de annealing; 3- ocorre a síntese das novas cadeias de DNA, originando novas moléculas 
de DNA de dupla cadeia. Na PCR, a cada repetição deste ciclo, a quantidade de DNA duplica.  
(Adaptado de Pierce, B. et. Al, 2008) 
 
Para a realização do PCR para amplificação do gene ACVR2B, foram desenhados 
primers específicos para o gene-alvo usando o software Primer-BLAST (Ye J. e al, 
2012) do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Para esta etapa 
foram tidas em atenção as seguintes características dos primers:  
 Tamanho entre 18–28 nucleótidos, o que confere uma boa especificidade a 
uma única sequência alvo, mesmo com um molde complexo como o DNA 
genómico humano; 
 Conteúdo ideal em GC é de 40-60%, o que confere uma Tm mais elevada, 
aumentando a especificidade para o DNA molde; 
1 
2 3 
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 Ambos os primers devem ter Tm que diferem entre si apenas 2 a 5 ° C, 
assegurando que é atingida a temperatura de emparelhamento apropriada para 
os dois primers no passo de annealing. 
 Devem ser evitadas sequências que sejam complementares no próprio primer, 
para evitar a formação de estruturas secundárias, nem com o outro primer, 
para evitar a formação de dímeros que podem competir com a amplificação 
do produto de PCR pretendido (McPherson, M. et al, 2006; (Grunenwald, H., 
2003). 
 
Após avaliação dos resultados obtidos, a sequência selecionada para o “primer 
foward” foi 5’- GCAGCCAACAACCTAACCATC – 3’, e para o “primer reverse” 
foi 5’- GCTGTGCTAATGGAAAAATCCC -3’, que após amplificação resultam 
num fragmento com o tamanho de 253pb.  
 
 Existem protocolos padrão para a amplificação por PCR. No entanto, um 
único protocolo não será apropriado para todas as situações, devendo cada nova 
reação de PCR ser sujeita a optimização, isto é, devem ser ajustados os parâmetros 
que influenciam a especificidade e eficiência da reação, evitando a amplificação de 
produtos inespecíficos ou a formação de dímeros de primers. 
O parâmetro chave que determina o sucesso da reação de PCR é a temperatura à qual 
os primers se ligam à sequência-alvo - temperatura de annealing. Esta temperatura 
situa-se geralmente 5ºC abaixo da temperatura de melting dos primers. Assim, uma 
das formas de optimização do PCR é realizar um gradiente que compreenda um 
intervalo que inclua estas temperaturas, a fim de determinar a mais específica ( Roux, 
K. H. 2009). 
Neste trabalho, foi efetuada uma optimização da temperatura de annealing 
dos primers com um gradiente de temperaturas no intervalo de 53ºC a 58ºC. Para 
20µl de volume de reação, foi utilizado tampão de PCR a 1x, 2mM de dNTP’S, 
MgCl2 numa concentração de 1µM, 0,38µM de cada primer e 0,3 unidades de Taq 
DNA Polymerase (Invitrogen, EUA). Em conjunto com as amostras foi também 
testado um controlo negativo com água. 
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O programa de PCR para a realização do gradiente de temperaturas encontra-se 
descrito na Tabela 1. 
 
 
Tabela 1 Programa de PCR para realização do gradiente de temperatura no termociclador Veriti 
(Applied Biosystems, Holanda) 
 Temperatura Tempo   
Desnaturação 
inicial 
94ºC 3 min  
Desnaturação 94ºC 
 
60 seg 
 
40 ciclos 
Annealing 53º/54º/55ºC/56ºC/57ºC/58ºC 
 
40 seg 
 
Extensão 72ºC 60 seg 
Extensão Final 72ºC 10 min  
 
 
Para visualizar o produto do PCR, foi utilizado Orange Loading Dye (Thermo 
Scientific, EUA) a 3x. O loading dye contém glicerol de forma a conferir densidade à 
amostra permitindo que esta assente no fundo do poço quando é aplicada no gel. Para 
além disso, como contém xileno de cianol e Orange G permite a visualização da 
distância que os fragmentos de DNA migraram.  
Foram aplicados 10µl da mistura de produto de PCR com loading dye em cada poço 
do gel de agarose a 1% em TBE 1x, com GelRed a 0,25X, e a eletroforese decorreu 
durante 60 minutos a uma voltagem constante de 80 volts, utilizando o marcador de 
peso molecular GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, EUA) 
(Anexo V). O resultado foi visualizado e analisado no sistema ChemiDoc XRS+ 
(BioRad, EUA). 
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3.2.4.1. Amplificação do gene ACVR2B 
 
Após determinação da temperatura ótima de annealing, a amplificação do 
gene ACVR2B foi realizada nas condições descritas na Tabela 2. As amostras foram 
testadas em conjunto com um controlo negativo, utilizando água, em cada reação. O 
programa de PCR foi o mesmo já descrito na Tabela 1, mas utilizando 56ºC como 
temperatura de annealing. 
 
Tabela 2 Preparação da mix de PCR para amplificação do gene ACVR2B 
 
Tal como anteriormente, para visualizar o produto do PCR foi efectuada uma 
eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v) em TBE 1x, e usando GelRed diluído a 
0,25x. A corrida decorreu a uma voltagem constante de 90 volts durante 60 
minutos e como marcador de peso molecular foi usado o GeneRuler 100bp Plus 
DNA Ladder.  
Sempre que não se tenha verificado a presença de banda no controlo da eficiência 
do produto de PCR, o protocolo foi repetido mais uma vez, de forma a evitar 
resultados falsamente negativos. 
 
 
 
Reagente Concentração na reação Volume 
Tampão de PCR (10X) 1x 2 µl 
DNTP’S (10µM) 0,2mM 2µL 
MgCl2 (50µM) 1 mM 0,4 µl 
Primer VAN-F (10µM) 0,38µM 0,75µl 
Primer VAN-R (10µM) 0,38µM 0,75µl 
Taq DNA Polymerase (5U/µl) 1,5U 0,3 µl 
H2O  12,8 µl 
 Volume final de reação: 20µl 
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4. Resultados 
 
 
4.1 Caracterização das amostras 
 
Para a realização do estudo da funcionalidade de amostras de DNA foram 
utilizadas amostras armazenadas no Biobanco-IMM que pertencem a diferentes 
coleções e que foram avaliadas segundo o procedimento de CQ acima referido, que 
engloba a determinação da concentração de DNA e grau de pureza bem como a 
avaliação da integridade do material genético. 
 
 
Tabela 3 Descrição das coleções residentes no Biobanco-IMM utilizadas neste estudo (Fonte: 
Biobanco IMM, 2013) 
Coleção Descrição 
Nº de amostras 
utilizadas 
Controlos  
Coleção de amostras de controlos, baseada 
num questionário e entrevista por um 
médico.  
100 
Neurotumores 
Coleção de amostras de doentes com 
tumores cerebrais.  
25 
Artrite 
Reumatóide 
Coleção de amostras de doentes com 
Artrite Reumatóide.  
25 
Fibrose Cística 
Coleção de amostras de doentes com 
Fibrose Cística.  
25 
Cardiologia 
Coleção de amostras de doente com 
insuficiência cardíaca.  
25 
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Relativamente aos parâmetros de concentração e grau de pureza, as amostras 
correspondentes às coleções acima referidas encontravam-se dentro do intervalo 
aceitável (Tabela 4). 
 
Tabela 4 Resultados da concentração média e grau de pureza avaliados pelo equipamento Nanodrop 
1000 (Thermo Scientific) das amostras de DNA das diferentes coleções utilizadas neste estudo. 
Coleção Género* 
Idade 
(Anos) 
Concentração 
de DNA 
(ng/ul) 
Razão A260/280 
Artrite 
Reumatóide 
20%F; 
80%M 
59 ±11 46,59±25,63 1,81±0,13 
Cardiologia 
44%F; 
56%M 
64±24 
65,26±28,13 
 
1,91±0,17 
Neurotumores 
36%F; 
56%M;  
50±20 87,62±55,46 1,86±0,10 
Fibrose Cística 
68%F; 
32%M 
39±15 48,79±19,99 1,92±0,12 
Controlos 
saudáveis 
50%F; 
50%M 
32±16 49,99±16,96 1,92±0,10 
*F-Feminino; M-Masculino; 
 
Os resultados obtidos são observados através do software do equipamento 
Nanodrop 1000, que apresenta o espectro de absorção em forma de gráfico (Figura 
10). 
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Figura  10 Representação de espectros de absorção de ácidos nucleicos. O gráfico é desenhado 
pelo software associado ao equipamento Nanodrop 1000 e traduz a absorvância das amostras a 
comprimentos de onda específicos. A- Espectro de absorção típico de uma amostra de DNA que se 
inclui no intervalo desejado de valores da razão A260/280 (1,7 - 2,0); B,C- Exemplos de perfis de 
absorção anormais resultantes de contaminações. 
 
 
 Após a determinação deste parâmetros, as amostras foram avaliadas quanto à 
integridade por eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v), em que são comparadas 
com o marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder que apresenta um padrão 
de bandas de referência de 250 pb a 10 000 pb. Desta forma é possível detetar a 
presença de uma banda de elevado peso molecular, resultado esperado uma vez que 
se tratam de amostras de DNA genómico (Figura 11). 
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As amostras com parâmetros fora do controlo de qualidade não possuíam 
informações sobre o género e idade dos dadores. A concentração média de DNA 
destas amostras era de 667,7 ng/μl e a razão A260/A280 média situava-se no valor 
1,80 (Tabela 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  11 Exemplo de avaliação da integridade do DNA por eletroforese em gel de agarose a 1% 
(p/v) Legenda: MM- Marcador Molecular 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific); 1-12- DNA 
genómico íntegro; 13 – DNA genómico degradado; 14-16- DNA genómico íntegro; 17-19- DNA 
genómico degradado. 
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Tabela 5 Resultados da quantificação, grau de pureza e integridade das amostras que se situavam  
fora do intervalo da razão A260/280 
Amostra Concentração (ng/ul) Razão A260/280 Integridade 
1 25,0 0,83 OK 
2 1,8 2,06 SEM BANDAS 
3 11,0 2,84 OK 
4* 202,0 1,34 OK 
5 8,3 2,24 OK 
6 29,7 1,17 OK 
7 22,3 1,63 OK 
8 14,6 1,46 OK 
9 42,5 1,68 OK 
10 15,2 2,04 OK 
11* 150,2 0,57 OK 
12 11,6 2,94 OK 
13 24,3 1,68 OK 
14* 192,0 1,1 SEM BANDAS 
15* 82,0 3,02 OK 
16* 21,6 1,17 OK 
17 1544,6 1,87 DNA DEGRADADO 
18 312,2 1,86 
DNA DEGRADADO 
19 1342,1 1,86 
DNA DEGRADADO 
20 794,8 1,89 
DNA DEGRADADO 
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*: amostras contaminadas após extração 
 
Amostra Concentração (ng/ul) Razão A260/280 Integridade 
21 350,2 1,86 
DNA DEGRADADO 
22 577,3 1,79 
DNA DEGRADADO 
23 
1842,3 1,86 DNA DEGRADADO 
24 
415,4 1,85 DNA DEGRADADO 
25 
314,7 1,84 DNA DEGRADADO 
26 
591,3 1,80 DNA DEGRADADO 
27 
1455,6 1,86 DNA DEGRADADO 
28 
800,8 1,87 DNA DEGRADADO 
29 
1014,9 1,86 DNA DEGRADADO 
30 
2421,3 1,84 DNA DEGRADADO 
31 
1225,6 1,88 DNA DEGRADADO 
32 908,6 1,89 
DNA DEGRADADO 
33 743,0 1,85 
DNA DEGRADADO 
34 756,4 1,83 
DNA DEGRADADO 
35 1042,2 1,84 
DNA DEGRADADO 
36 1026,3 1,84 
DNA DEGRADADO 
37 2656,8 1,81 
DNA DEGRADADO 
38 1437,4 1,84 
DNA DEGRADADO 
39 793,8 1,87 
DNA DEGRADADO 
40 723,1 1,86 
DNA DEGRADADO 
41 1431,3 1,85 DNA DEGRADADO 
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Após avaliação das 241 amostras segundo o procedimento de CQ aplicado no 
Biobanco-IMM é possível determinar que, relativamente à pureza do DNA, 93,4% 
das amostras encontravam-se dentro do intervalo 1,7-2,0, e 6,6% não foram aceites 
neste parâmetro. Relativamente à integridade do DNA em gel de agarose, 11,2% das 
amostras não apresentaram bandas definidas ou nenhuma banda após extração, 
enquanto que 88,8% das amostras revelaram bandas de alto peso molecular no gel de 
CQ. Menos de 1% das amostras encontravam-se fora de ambos os parâmetros.  
 
 
4.2 Optimização das condições de PCR 
 
Para determinar a melhor temperatura de annealing dos primers foi feito um 
gradiente de seis temperaturas entre os 53ºC e os 58ºC. A amplificação mais 
específica ocorreu a uma temperatura de annealing de 56ºC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  12 Gradiente de temperaturas em gel de agarose a 1%(p/v); A- amplificação das amostras num 
intervalo de temperaturas entre 53ºC e 55ºC; B- amplificação das amostras num intervalo de 
temperaturas entre 56ºC e 58ºC. Para cada temperatura, estão representadas duas amostras e um controlo 
negativo. MM- Marcador Molecular O’GeneRuler 100pb DNA Ladder (ThermoScientific). 
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4.3. Visualização do produto amplificado em gel de agarose a 1% 
(p/v) 
 
Todas as amostras das cinco coleções selecionadas amplificaram para o gene 
ACVR2B, podendo observar-se no gel de agarose um fragmento com cerca de 253pb 
(Figura 13), correspondente ao fragmento amplificado pelos primers desenhados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das amostras fora dos parâmetros do controlo de qualidade, podemos 
distinguir 3 grupos: amostras que apresentavam DNA degradado ou ausente na 
eletroforese em gel de agarose mas com razão A260/A280 aceitável (25 amostras); 
amostras cujo grau de pureza estava fora dos valores aceitáveis, mas apresentavam 
uma banda íntegra no gel de agarose (14 amostras); e ainda 2 amostras que não 
respeitavam nenhum dos parâmetros da qualidade. Há ainda a ter em conta que 5 
destas amostras não se encontravam nas condições esperadas após extração, tendo 
sido observado a presença física de contaminantes resultantes do procedimento de 
extração no produto de DNA final, mas que foram sujeitas ao procedimento de 
controlo de qualidade e também foram avaliadas quanto à sua funcionalidade.  
MM       1           2           3           4          5          6           7          8            9         10        11        12        13         14        15         16       17        18   
300pb 
200pb 
100pb 
Figura  13 Visualização do gene ACVR2B amplificado por PCR em gel de agarose a 1%. 
Legenda: MM- Marcador molecular O’GeneRuler 100pb DNA Ladder (ThermoScientific); 1-9 
– Amostras pertencentes à coleção Artrite Reumatóide; 10-17 – Amostras pertencentes à 
coleção Cardiologia; 18 – Controlo negativo. 
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Desta forma, as 25 amostras do primeiro grupo todas apresentaram 
amplificação do gene ACVR2B. Das amostras do segundo grupo, observou-se 
amplificação do gene em 10 amostras de DNA. Das amostras que não respeitavam 
nenhum dos parâmetros da qualidade, apenas uma apresentou amplificação do gene. 
Foi determinado assim que 87,8% das amostras que se encontravam fora dos 
parâmetros aceitáveis do procedimento de CQ amplificaram para o gene ACVR2B 
(Figura 14). 
 
 
 
Figura  14 Visualização do gene ACVR2B amplificado por PCR em gel de agarose a 1% de amostras 
classificadas como fora dos parâmetros de integridade do DNA no controlo de qualidade. Legenda: 
MM - Marcador molecular O’GeneRuler 100pb DNA Ladder (ThermoScientific) 
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5. Discussão 
 
 
No Biobanco-IMM as amostras são colhidas e armazenadas por longos períodos 
de tempo sendo de extrema importância que sejam de elevada qualidade. Para 
cumprir este requisito, os procedimentos do biobanco efetuam-se de acordo com 
diretrizes internacionais para a avaliação da qualidade das amostras que armazena.  
No Biobanco-IMM, a maioria do DNA é obtido a partir de amostras de sangue. A 
extração de DNA é efetuada de forma automática e procede-se à quantificação do 
DNA e determinação do grau de pureza (A260/A280) usando o Nanodrop 1000. A 
integridade do DNA é avaliada pela observação de bandas definidas em eletroforese 
em gel de agarose. No entanto, é igualmente importante demonstrar a funcionalidade 
do DNA uma vez que no momento em que as amostras são armazenadas não são 
conhecidas as metodologias em que poderão ser utilizadas. (Ivarsson, M. 2011; 
Wahlberg, K., 2012) Assim, este trabalho teve por objetivo implementar um método 
que comprove a funcionalidade das amostras de DNA armazenadas pela 
amplificação do gene ACVR2B por PCR. 
As amostras utilizadas neste estudo foram selecionadas de forma a 
representarem as diferentes coleções existentes no Biobanco-IMM. Por outro lado, e 
como algumas amostras são únicas e preciosas, pretendemos avaliar as amostras que 
falharam o controlo de qualidade de forma a determinar se estas poderão ou não ser 
utilizadas para determinados procedimentos. Assim, foram testadas 241 amostras, 
das quais 100 pertenciam à coleção controlos, 25 da coleção de Artrite Reumatóide, 
25 da coleção de Cardiologia, 25 da coleção de Fibrose Cística, 25 da coleção de 
Neurotumores e 41 amostras sinalizadas como fora do CQ. 
O gene ACVR2B, localizado no braço curto do cromossoma 3, dá origem a uma 
proteína transmembranar com 512 aminoácidos, o receptor IIB da activina, que 
intervém nas vias de sinalização da família do TGF-β, sendo estes processos 
essenciais no crescimento e diferenciação celular. Através da amplificação deste 
gene, usando um protocolo de PCR clássico, foi possível determinar que as amostras 
pertencentes às cinco coleções utilizadas neste estudo apresentam boa 
funcionalidade, isto é, observou-se amplificação do fragmento esperado no controlo 
da eficiência do produto de PCR. Não foi ainda observada qualquer diferença entre 
amostras da coleção controlos e as amostras pertencentes a coleções de patologias, 
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ou entre dadores do sexo feminino e masculino ou de diferentes idades. 
Relativamente às amostras fora do controlo de qualidade, das 41 testadas foi 
observada amplificação em 36 amostras (87,8%). Nas 25 amostras que não 
apresentavam uma banda definida no CQ por eletroforese em gel de agarose foi 
observada amplificação do gene. Por outro lado, das amostras que não se 
enquadravam no intervalo 1,7-2,0, embora fossem aceites no parâmetro da 
integridade, apenas em 10 (71,4%) foi detetada amplificação. No entanto, este 
resultado não foi surpreendente uma vez que as restantes 4 amostras, bem como uma 
das amostras que não respeitava nenhum dos parâmetros de qualidade, não 
amplificaram mas correspondem às amostras que não se encontravam nas melhores 
condições após a extração, o que comprova que o DNA não se encontrava no grau de 
pureza mais indicado (tal como indica a razão A260/280). Por fim, é de notar que 
uma das amostras que se encontravam fora de ambos os parâmetros de controlo de 
qualidade apresentou amplificação para o gene ACVR2B.  
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6. Conclusão 
 
Tendo em conta os resultados obtidos, sugere-se que a adaptação do 
procedimento de CQ das amostras de DNA passe por acrescentar a técnica de PCR 
quando as amostras traduzam uma razão A260/280 < 1,7 ou > 2,0 e/ou não 
apresentem uma banda íntegra em gel de agarose. Caso não se observe amplificação, 
estas amostras deverão ser rejeitadas (Figura 15). 
 
Figura  15 Sugestão do procedimento de CQ de amostras de DNA a implementar no Biobanco-IMM. 
Após extração, o DNA é quantificado e avaliado o seu grau de pureza pela razão A260/280, bem 
como observada a sua integridade por eletroforese em gel de agarose. As amostras que se encontrem 
fora do intervalo 1,7-2,0 e/ou que não apresentem uma banda íntegra no gel devem ser avaliadas 
quanto à sua funcionalidade por PCR. Se as amostras amplificarem o gene ACVR2B serão 
conservadas, caso contrário, as amostras devem ser rejeitadas. 
 
Assim, é possível concluir que as amostras armazenadas no Biobanco-IMM, 
incluindo as que não cumprem nenhum dos parâmetros do controlo de qualidade 
aplicado no biobanco, podem ser utilizadas em técnicas de Biologia Molecular como 
o PCR, sendo esta última um método eficaz para determinar a funcionalidade das 
amostras. 
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ANEXOS 
 
Anexo I – Consentimento Informado 
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Anexo II – Decreto-Lei nº12/2005 de 26 de Janeiro de 2005 - Informação genética 
pessoal e informação de saúde. Diário da República – I série A, nº18. 
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Anexo III - Composição de Tris/Bortao/EDTA (TBE)  
 
TBE concentrado a 10x: 
0,89M Tris 
0,89M Ácido Bórico 
0,020M EDTA 
 
 
Anexo IV - Marcador de peso Molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, EUA) 
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Anexo V – Marcador de peso Molecular O´GeneRuler 100bp DNA Ladder 
(Invitrogen, EUA) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
